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摘 要: 采用通用电喷雾离子源的高效液相色谱 － 串联质谱(HPLC － ESI MS /MS) 分析技术，通过丹磺酰氯
衍生化处理，建立了同时测定人尿液中双酚 A(BPA)、三氯生(TCS)、炔雌酮(EE2 )、雌酮(E1 )、雌二醇
(E2) 5 种酚类内分泌干扰物的高灵敏方法。5 种酚类化合物在 0. 2 ～ 100 μg /L 质量浓度范围内线性关系良好，
相关系数( r2)均在 0. 99 以上，检出限(LOD) 在 0. 02 ～ 0. 27 μg /L 之间。在 5、10、50 μg /L 加标水平下，平
均回收率为 85%～125%，相对标准偏差(RSD，n = 3)为 0. 53%～ 14. 4%。该方法灵敏度高、重现性好、回收
率高、操作简单，可作为人尿液中酚类内分泌干扰物暴露分析的备选方法之一。
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Electrospray Ionization Mass Spectrometry
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Abstract: A high performance liquid chromatography tandem electrospray ionization mass spectrometry
(HPLC － ESI MS /MS) method was developed and validated for the determination of phenolic endocrine
disrupting chemicals(EDCs)，including bisphenol A(BPA)，triclosan(TCS)，17α-ethynylestradiol
(EE2)，estrone(E1) and 17 β-estradiol(E2) in human urine． The samples were purified by liquid －
liquid extraction，derivertized with dansyl chloride，and detected by HPLC － ESI MS /MS． The target
compounds were quantified by the stable isotope dilution technique． The calibration curve were linear
in the range of 0. 2 －100 μg /L for the 5 EDCs with correlation coefficients more than 0. 99． The limits
of detection of 5 EDCs were in the range of 0. 02 －0. 27 μg /L． The matrix recoveries of the method for
5 EDCs at three spiked levels of 5，10 and 50 μg /L ranged from 85% to 125% ． The relative standard
deviations(RSDs，n =3) were between 0. 53% and 14. 4% ． The method was successfully applied in
the analysis of 5 EDCs in human urine with its sensitivity and accurancy ．
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环境内分泌干扰物(Endocrine disrupting chemicals，EDCs)指一些外源性物质，它们会导致未受损




(如胎盘)中均含有双酚 A(BPA)［2 － 7］和三氯生(TCS)［8 － 11］。BPA 对大鼠和小鼠具有发育毒性［12］，并且
能干扰雄性生殖活动的某些机制，影响机体的免疫功能
［13］。TCS 能在各种生物体内累积和富集，且能
够诱发 DNA 损伤，具有遗传毒性［14］。炔雌酮(EE2 )、雌酮(E1 )、雌二醇(E2 ) 属于类固醇类环境内分
泌干扰物，具有更强的内分泌干扰能力
［15 － 17］，其中，E1 是 E2 在体内的主要代谢产物，EE2 是人工合
成的雌激素，具有极强的雌激素活性，且具有生物蓄积性
［18 － 20］。
目前检测水环境中 BPA、TCS、E1、E2 和 EE2 的方法已较为成熟
［21 － 22］。配备通用电喷雾离子源的
图 1 5 种酚类化合物的结构式
Fig. 1 Chemical structures of five phenolic endocrine
disrupting chemicals(EDCs)





ESI MS /MS 技术同时测定人尿液中这 5 种污染物的相
关文献报道。本研究运用液 － 液萃取的前处理方法，
建立了 HPLC － ESI MS /MS 结合稳定性同位素稀释的
分析 技 术，并 将 其 应 用 于 成 人 尿 液 中 BPA、TCS、





高效液相色谱仪( 日本岛津); Applied Biosystems /MSD SCIEX 质谱仪( 美国应用生物系统公司);
氮吹仪(天津市恒奥科技发展有限公司); 涡旋振荡器(海门市其林贝尔仪器制造有限公司); Mikro22k
离心机(德国 Hettich 公司); 超纯水装置(美国 Pall 公司)。
标准品: BPA(美国 AccuStandard 标准品公司); TCS 和 E1(纯度均 ＞ 98%，美国 Sigma － Aldrich 公
司); E2 和 EE2(德国 Dr. Ehrenstorfer 化学标准品公司); 3 种定量内标溶液为
13C12 BPA、
13C12 TCS(Cam-
bridge Isotope Laboratories Ins，USA) 和 E2 － D4 (C /D /N Isotopes，Inc，Pointe － Claire，Quebec，Cana-
da); E1、E2 和 EE2 用 E2 － D4 作为内标进行定量。乙腈、甲醇、正己烷、丙酮(色谱纯，美国 Honey-
well 公司); 甲酸(分析纯，中国上海试剂总厂); 超纯水(Cascada TM AN，美国 Pall 公司)。
1. 2 实验条件
1. 2. 1 质谱条件 离子源: 电喷雾离子源(ESI + ); 检测方式: 多反应监测(MRM); 离子源温度:
450 ℃; 离子喷雾电压: 4 500 V; 气帘气: 10. 0 psi; 碰撞活化解离: 中度。5 种酚类化合物及内标物
的质谱参数见表 1。
表 1 5 种酚类化合物及内标物的质谱参数


















BPA(双酚 A) 695. 0 171. 2 50. 0 111. 0 7. 00 30. 0 61. 0 4. 00
13C BPA 707. 0 171. 0 50. 0 125. 0 6. 00 26. 0 60. 0 4. 00
TCS(三氯生) 524. 1 171. 2 50. 0 86. 0 8. 00 24. 0 40. 0 4. 00
13C TCS 536. 0 171. 0 50. 0 86. 0 5. 50 24. 0 39. 0 4. 00
E1(雌酮) 504. 1 171. 0 50. 0 101. 0 10. 50 20. 0 45. 0 4. 00
E2(雌二醇) 506. 2 171. 0 50. 0 111. 0 10. 00 24. 0 47. 0 4. 00
EE2(炔雌酮) 530. 2 171. 2 50. 0 106. 0 5. 50 24. 0 50. 0 4. 00
E2 － D4 510. 2 171. 0 50. 0 111. 0 9. 00 22. 0 50. 0 4. 00
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1. 2. 2 色谱条件 色谱柱: Phenomenex Kinetex C18(3 μm，100 mm ×4. 6 mm i. d． ); 流动相: 0. 1%
甲酸水溶液(A) － 甲醇(B)，线性梯度洗脱: 0 ～ 5 min，由 55% B 线性变为 95% B，然后保持 5 min，
最后 6 min 由 95%B 线性降至 55%B; 柱温: 35 ℃; 进样体积: 20 μL; 洗脱流速: 0. 6 mL /min。
1. 3 样品处理
1. 3. 1 酶 解 将储存于 － 80 ℃的尿液自然解冻，准确移取 1 mL 尿液于 15 mL 试管中，依次加入
20 μL 5 μg /L 的定量内标溶液和 1 mL pH 4. 5 的 NaAc － HAc(0. 15 mol /L) 缓冲溶液以及 10 μL 的葡萄
糖酸(150 units /mL 的 β-葡萄糖酸酶 + 4. 2 units /mL 的硫酸酯酶)，混合均匀，37 ℃条件下酶解 2 h。
1. 3. 2 衍 生 酶解后的尿样采用液 － 液萃取法提取目标物，每次加 3 mL 正己烷，萃取 2 次，合并
正己烷萃取液，氮气吹干后，依次加入 0. 5 mL 丙酮、100 μL 1 mg /L 溶解于丙酮的丹磺酰氯，以及 100
μL pH 10. 5 的 Na2CO3(0. 1 mol /L)缓冲溶液，混合均匀，50 ℃温浴 30 min 进行衍生反应。衍生后，用
正己烷再次萃取，每次加 3 mL，萃取 2 次，离心分层，合并正己烷萃取液，氮气吹干; 用甲醇定容至
200 μL; 7 000 r /min 离心或过膜，收集上清液，待 HPLC － ESI MS /MS 分析。
1. 4 定性与定量分析
以相对保留时间和被测物相应的监测离子的丰度进行定性分析。分别将系列标准溶液和试样注入
HPLC － MS /MS 系统，记录 5 种酚类化合物的峰面积以及相应的同位素的峰面积。利用 1. 5 Version ana-
lyst software 软件建立的定量分析方法，以各系列标准液的进样浓度与对应的内标峰面积比绘制线性定
量曲线，根据定量分析软件进行定量分析。
1. 5 质量控制与保证( QA /QC)









入 10 μL 葡萄糖酸(150 units /mL 的 β-葡萄糖酸酶 + 4. 2 units /mL 的硫酸酯酶)后可使目标化合物从其共




150 μL)质量浓度为 1 g /L 的丹磺酰氯作衍生剂时对目标物强度的影响，结果显示，目标物的信号强度
随着丹磺酰氯体积的增加而增强，当加入量大于 100 μL 时目标化合物的响应强度无明显变化，本实验




［25 － 28］，通过预实验，优化流动相、流动相比例。考察了乙腈 － 水和甲醇 － 水两组流动相体系对目标
化合物的离子化程度及分离效果的影响。结果发现，以甲醇 － 水体系梯度洗脱时 5 种酚类化合物的分
离效果较好，因此实验选用甲醇 － 水作为流动相。正离子检测模式下，为提高待测物的离子化效率，
获得最佳的分辨率和较高的灵敏度，在流动相中加入 0. 1% ( 体积分数) 甲酸进行缓冲以增加 5 种酚类
化合物的电离效率和抑制色谱峰拖尾。
2. 3 质谱条件的选择
为了获得高灵敏度的质谱条件，采用流动注射分析仪将经丹磺酰氯衍生后的 1 mg /L 的 5 种酚类化
合物及其同位素单标溶液直接注入质谱检测器，先用全扫描(Scan) 模式得到准分子离子，再采用选择
离子(SIM)方式进行采集，以获得较好的质谱条件。5 种酚类化合物的监测离子参数见表 1。5 种酚类
化合物及其同位素的标准提取离子流色谱图如图 2 所示。成人尿液中 5 种酚类化合物的提取离子流色
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谱图如图 3 所示。
图 2 5 种酚类化合物的标准提取离子流色谱图
Fig. 2 Extracted ion chromatograms of five EDCs standard
图 3 成人尿液中 5 种酚类化合物的提取离子流色谱图
Fig. 3 Extracted ion chromatograms of five EDCs in adult urine
2. 4 空白基质的选择
采用含 5 种酚类化合物浓度极低的尿液作为基质空白。将加入一定量活性炭粉末的尿样于 4 ℃条
件下恒温搅拌 10 h，以充分吸附酚类化合物。3 000 r /min 离心分离 10 min 后，取上清液，过滤膜后得
到含极低浓度的 5 种酚类化合物的空白尿液，4 ℃条件下保存待用。
2. 5 线性关系与检出限
以甲醇配制浓度分别为 0、0. 05、0. 2、1. 0、5. 0、25、50、100 μg /L 的 5 种酚类化合物混合标准
系列溶液，内标浓度均为 5. 0 μg /L。以各目标化合物与内标物峰面积的比值(Y) 对目标化合物的质量
浓度(X)绘制标准曲线，目标物信号强度在 0. 2 ～ 100 μg /L 浓度范围内呈良好的线性关系，相关系数 r2
值均不低于 0. 998。以信噪比 S /N = 3 作为仪器的检出限 (LOD)，S /N = 10 作为仪器的定量下限
(LOQ)，结合样品前处理的稀释倍数计算得到各化合物的检出限为 0. 02 ～ 0. 27 μg /L，定量下限为
0. 07 ～ 0. 87 μg /L。表 2 为 5 种酚类化合物的线性方程、相关系数、检出限及定量下限。
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表 2 5 种酚类化合物的线性方程、线性范围、相关系数、检出限及定量下限









BPA(双酚 A) Y = 0. 325X + 0. 896 1. 0 ～ 100 0. 998 0. 27 0. 87
TCS(三氯生) Y = 0. 153X + 0. 020 1. 0 ～ 100 0. 999 0. 13 0. 45
E1(雌酮) Y = 0. 208X + 0. 007 1. 0 ～ 100 0. 999 0. 07 0. 28
E2(雌二醇) Y = 0. 149X + 0. 001 1. 0 ～ 100 0. 999 0. 08 0. 23




分别添加低、中、高 3 个水平的目标分析物，每个加标水平重复测定 3 次，计算平均加标回收率和相
对标准偏差，结果见表 3。由表 3 可见，加标水平为 5 ～ 50 μg /L 时，目标分析物的回收率在 85%～
125%之间，RSD 在 0. 53%～14. 4%之间，表明该方法的准确度和精密度良好。
表 3 5 种酚类化合物的回收率与精密度(n = 3)
Table 3 Recoveries and precisions of five EDCs(n = 3) /%
Compound
Added 5 μg /L Added 10 μg /L Added 50 μg /L
Recovery RSD Recovery RSD Recovery RSD
BPA(双酚 A) 123 8. 8 85 8. 7 110 9. 3
TCS(三氯生) 94 14. 4 108 4. 4 125 11. 3
E1(雌酮) 112 7. 4 98 13. 5 106 2. 4
E2(雌二醇) 109 6. 5 103 13. 1 112 2. 7
EE2(炔雌酮) 125 10. 9 103 12. 9 116 0. 53
2. 7 实际样品分析
将建立的方法应用于 40 个健康成人志愿者尿液中 5 种酚类化合物的含量测定。结合样品前处理的
稀释倍数计算 5 种酚类化合物的含量，酶解后的测定结果见表 4。暴露水平以及相关性分析等后续处理
及分析均基于表 4 所列数据。
表 4 40 个志愿者尿液中 5 种酚类化合物的定量结果
Table 4 Quantitative results of five EDCs of 40 volunteers ρ /(μg·L －1)
No． BPA TCS E1 E2 EE2 No． BPA TCS E1 E2 EE2
1 0. 03 202 2. 02 1. 88 0. 34 21 1. 71 2. 08 3. 06 2. 18 0. 44
2 0. 32 5. 50 7. 40 3. 64 0. 78 22 1. 47 1. 85 4. 24 1. 95 0. 47
3 0. 73 1. 96 1. 96 1. 94 0. 36 23 1. 12 7. 00 12. 1 4. 44 0. 69
4 0. 23 2. 22 9. 16 4. 42 0. 42 24 1. 18 814 4. 04 2. 52 0. 28
5 1. 81 9. 54 10. 2 3. 14 0. 56 25 0. 01* 2. 74 5. 74 2. 44 0. 55
6 0. 92 6. 38 12. 5 5. 86 0. 37 26 0. 82 3. 90 1. 84 0. 50 0. 08
7 2. 11 2. 12 4. 02 1. 39 0. 50 27 0. 02 2. 02 5. 44 2. 02 0. 57
8 1. 07 2. 08 4. 74 2. 26 0. 37 28 0. 90 2. 84 5. 74 2. 24 0. 76
9 1. 23 1. 68 2. 58 1. 96 0. 33 29 1. 49 1. 53 9. 06 1. 89 0. 98
10 0. 82 7. 04 2. 84 1. 40 0. 35 30 0. 71 3. 62 2. 52 1. 78 0. 64
11 1. 32 2. 52 4. 58 2. 66 0. 49 31 1. 13 1. 76 15. 4 5. 60 0. 40
12 0. 95 1. 71 3. 04 1. 64 0. 58 32 1. 67 4. 52 4. 96 2. 08 0. 65
13 2. 15 2. 32 1. 70 1. 20 0. 40 33 1. 23 5. 24 3. 96 1. 81 0. 68
14 0. 90 4. 10 3. 36 1. 22 0. 42 34 0. 47 4. 86 3. 10 1. 07 0. 28
15 0. 37 2. 04 6. 02 2. 68 0. 71 35 1. 10 4. 14 4. 76 3. 00 0. 59
16 0. 10 4. 44 6. 88 1. 91 0. 56 36 2. 25 3. 32 5. 04 1. 76 0. 50
17 1. 57 1. 80 20. 8 7. 96 0. 72 37 1. 35 5. 88 16. 2 7. 02 0. 62
18 14. 9 6. 14 9. 04 4. 60 0. 61 38 1. 57 5. 48 5. 24 2. 68 0. 48
19 1. 15 4. 12 6. 08 2. 04 0. 58 39 1. 23 1. 50 1. 99 1. 13 0. 77
20 0. 09 2. 72 6. 30 2. 14 0. 50 40 1. 91 2. 32 4. 32 1. 99 0. 38
* data below the LOD was set to one － half of the LOD［29］(低于检出限的以 1 /2 检出限［29］计算)
2. 7. 1 成人尿液中 5 种酚类化合物的暴露水平 比较了成人尿液中 BPA、TCS、E1、E2 和 EE2 之间
的差异，酶解后尿液中酚类化合物的暴露水平如表 5 所示。结果显示，这 5 种酚类化合物在所研究人
群的尿液中广泛存在，且个体间不同污染物的暴露剂量存在明显差异。不同酚类化合物的暴露剂量不
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同，平均浓度依次为 TCS ＞ E1 ＞ E2 ＞ BPA ＞ EE2。
表 5 成人尿样中 5 种酚类化合物暴露水平(n = 40)









Minimum 25 th 50 th 75 th Maximum
BPA(双酚 A) 98 1. 40(2. 27) 0. 76 0. 00 0. 72 1. 13 1. 55 14. 9
TCS(三氯生) 100 28. 8(131) 4. 03 1. 50 2. 05 3. 08 5. 42 814
E1(雌酮) 100 6. 10(4. 29) 5. 00 1. 70 3. 07 4. 86 7. 27 20. 8
E2(雌二醇) 100 2. 65(1. 63) 2. 28 0. 50 1. 79 2. 06 2. 92 7. 96
EE2(炔雌酮) 100 0. 52(0. 17) 0. 48 0. 08 0. 39 0. 50 0. 64 0. 98
表 6 成人尿液中 5 种酚类化合物的 Spearman 相关性
Table 6 Spearman correlations of five EDCs in adult urine
Compound BPA TCS E1 E2 EE2
BPA(双酚 A) 1. 0
TCS(三氯生) － 0. 07 1. 0
E1(雌酮) 0. 03 0. 15 1. 0
E2(雌二醇) 0. 06 0. 19 0. 80* 1. 0
EE2(炔雌酮) 0. 11 － 0. 11 0. 44* 0. 26 1. 0
* P ＜ 0. 01
2. 7. 2 成人尿液中 5 种酚类化合物的相关性分
析 采用 SPSS 软件中 Shapiro － wilks W 检验对暴
露数据进行正态性检验分析，数据呈非正态性，
经自然对数转换后仍呈非正态。由于数据呈非正
态性，因此采用软件( SPSS 13. 0) 中的 Spearman
非参数相关性分析对 5 种 EDCs 的数据进行相关
性分析，结果见表 6。相关性结果显示，E1 与
E2、EE2 呈显著正相关( r = 0. 80，0. 44); E1 与
BPA 和 TCS 无显著性差异。研究结果表明，E1 与 E2、EE2 3 种化合物可能具有共同的暴露源，初步的
研究结果需要扩大样本量进一步验证。
3 结 论
本研究运用液 － 液萃取的前处理方法，通过优化色谱、质谱条件，建立了用于测定成人尿液中 5
种酚类化合物的 HPLC － ESI MS /MS 结合稳定性同位素稀释的分析方法，并对尿样中 5 种酚类化合物的
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